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摘 要 


AARP RMRAC-OBH. HRG- LAE LER 
聚 糖 A-50 柱 野 析 三 步 分 离 程序 ， RET—-+BARRERR AH 泳 纯 的 毒性 
RERA, Hl WR MRE EW AD FE 418, 000, 用 SDS- 平 板 聚 再 烯 酰胺 
HER EE HER TH 15,000, PRA BRERRE RRR w ag e E 
RAT.6, LLHSERBRBAMEH @ RASA By LD oo {腹腔 注射 》 fe 2 
克 / 每 克 体 重 。 磷 琵 酶 人 的 比 活 性 为 24 微克 分 子 | 分 /毫克 。 纯化 成 分 的 产 率 是 
1—1.2%, 


磷 酷 酶 A 具有 很 复杂 的 药理 性 质 ， 它 不 仅 作 用 于 神经 、 肌 肉 ， 而 且 对 代谢 、 非 偶 联 


氧化 磷酸 化 以 及 呼吸 链 都 有 搞 制 作用 。 近 年 来 又 发 现 一 些 突 般 前 神经 毒素 、 肌 毒素 和 膜 
毒素 也 具有 玫 楷 醇 A 的 活性 ， 因 而 引起 人 们 广泛 的 兴趣 。 


Master 和 人 aot1] 用 淀粉 凝 胶 电 泳 方法 分 离 贺 斑 蜂 蛇毒 ， 认 为 图 班 蜂 蛇毒 的 致死 活性 
与 蛇毒 的 磷 琵 酶 A 活性 无 关 。Salach 等 人 523 MBRR, BERET He AIR Py AGE EE 
电泳 的 方法 分 离 圆 斑 姥 蛇毒 ， 得 到 七 个 磷 酯 醇 A 的 同 功 酶 ， 其 中 两 个 活力 较 高 的 磷 酷 栈 
盛 仪 在 一 次 等 电 育 焦 中 获得 90% 的 纯度 。 

el di a la 


物理 化 学 性 质 进行 了 研究 。 


材料 和 方法 
at 4S BEE (vipera russelli Siamensis) t 毒 采 自 福建 医科 大 学 蛇 
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园 ， 真 空 于 燥 后 为 白色 无 定形 粉末 。 

试剂 ” PREP ER BEE C -50, RR EK GC -75 FITZ AE BRR A- 
504) 4Pharmaciaf? fs, GOA); Ampholine pH3.5~10, LKB R i PHA 
再 烯 酌 胺 ，E。Merck 产 品 ; SOR, LBRO Mis MARA, Sigma ims 磷酸 
Bb (AMA). PIARD, RERNE., KEREAMA I a 一 乳 清 蛋 
白 均 系 Pharmacia 产 品 ， 其 它 标 准 蛋 白 和 化 学 试剂 为 国内 产品 。 

仪器 设备 。 751 型 分 光 光 度 计 (波长 200 一 1000 毫 微米 ) ， 上 海 分 析 仪 器 厂 出 品 # 
GEE, 上海 医药 工业 研究 院 赠送 ， 分 子 量 等 于 或 大 于 细胞 色 未 。 的 蛋白 质 完全 截留。 

毒性 测定 ”用 昆明 品系 小 白鼠 20 克 作为 毒性 试验 动物 。 将 各 组 份 适当 稀释 后 ， 每 
只 小 女 注 射 0,2 毫 升 ,对 局 组 注射 相应 的 缓冲 液 。 每 组 5 只 小 白鼠 ， 观 察 24 小 时 内 的 死亡 
率 。 

酶 活性 测定 。 用 自动 pH 计 滴 定 酶 水 解 饥 磷脂 释放 脂肪 酸 的 速度 (参照 本 论文 集 
23 页 ， 吴 兴 陆 等 人 的 方法 ) 。 

DFEN? 。” 凝 胶 过 滤 法 测定 分 子 景 (参照 本 论文 集 13 页 ， 武 祥 福 等 人 的 方法 ) 
用 孵 白 蛋白 (分子量 43, 000) 、 桔 草 杆 菌 酶 《分 子 量 27,600) |. REAR OTe 
24,000) , MAEA {分子量 17, 200) 和 核糖 核酸 酶 (分子 景 13,700》 作 标 准 蛋 白 。 以 
标准 蛋白 分 子 量 的 对 数 对 凝 胶 过 滤 揭 洗 脱 体积 作 图 ， 从 图 上 求实 品 的 分 子 量 。 | 

SDS 育 丙烯 酰胺 紧 胶 电泳 测 分 子 量 用 了 两 种 方法 ， 其 一 是 用 pH8.9 的 SDS RARE 
kitik, MBARA (分 子 量 43, 000) 、 胰 蛋白 酶 (分子 景 23, 300) . MBA 
(分子量 17, 200) 、 核 糖 核酸 酶 (分 子 量 13,700) 和 靡 蛋白 酶 (分 子 R1 000 和 
13,000) 作 标 准 蛋白 。 电 泳 完 后 用 电泳 的 迁移 率 与 蛋白 分 子 量 的 对 数 作 图 ， 由 图 求 其 样 
品 的 分 子 量 。 其 二 是 用 SDS 平 板 聚 丙烯 酰 腕 梯度 凝 胶 电 泳 测定 样品 分 子 量 。 标 准 电 白 是 
Sa VLA RRR LAE (分子量 94,000) 、 牛 血清 白 蛋 白 《分子 量 67, 000) . WAEB (分 
子 量 43, 000) 、 碳 酸 梧 酶 〈 牛 红血球 ， 分 子 量 30, 000) 、 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 〈 分 子 量 
20,000) 和 牛奶 m- 乳 清 蛋白 《分子量 14, 400) 。 电 泳 绪 束 后 ， 用 电泳 的 Ri 值 对 蛋白 分 
子 量 的 对 数 作 图 ， 由 图 计算 样品 的 分 子 量 。 

等 电 点 测定 ”用 7,5% 的 含 1%Ampholine (pH3.5~10) 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 等 
电 聚 焦 电 泳 ， 预 电泳 半 小 时 ， 后 在 700V 下 电泳 3 小时。 REAR, RRR PAS 
染色 ， 另 一 半 从 阳极 到 阴极 以 0,5 厘米 长 度 切 下 分 别 装 入 小 试管 内 ， 加 入 100 RII 
水 ， 用 自制 的 微 电 极 测定 pH， 从 而 得 到 样品 的 等 电 点 。 


结 采 


一 、 奢 性 辜 酯 酶 A 的 分 离 纯 化 

1. CM-Sephadex C-504 247 % 。 圆 玫 肉 蛇毒 粗 毒 按 刘 广 芬 等 人 C3J 方 法 分 
离 (1) SVBRARRR ABRAM ARR BE, A 
活性 和 毒性 ， 但 它们 的 毒性 比 第 页 峰 低 得 多 。 
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2. Sephadex G-TORMIL 第 页 峰 超 滤 浓 缩 到 10 一 15 毫 升 ， 
-75 柱 过 滤 ， 洗 脱 液 为 0.0547 BRE 
W (pH5.8)， 获 得 4 个 蛋白 锋 (图 2)。 
毒性 试验 表明 第 工 和 第 下 两 峰 有 较 强 的 毒 
性 。 将 第 工蜂 超 滤 浓 缩 并 对 燕 久 水 透析 去 
H, REETH. 

3, DEAE-Sephadex A-5350 Ë 
析 FPW E 0.01 Tris-HCI 
溃 波 (pH8.6) 中 ,然后 如 在 事先 用 0.01M 
Tris-HCl pik (pH8.6) 平衡 好 的 二 
乙 氨基 乙 基 艾 率 糖 A-50 柱 上 , 用 平衡 组 
冲 液 洗 脱 。 待 不 吸附 蛋白 洗 下 后 再 改 用 
NaCl 盐 浓度 梯度 洗 脱 ， 得 到 7 个 蛋白 峰 im 
(图 3)。 对 I ,证 ,NW、Y 和 页 组 份 进行 

毒性 试验 结果 ， 观 察 到 第 了 峰 的 毒性 较 

强 ， 工 和 政 峰 亦 有 毒性 ， 但 比 了 峰 弱 一 

些 ， 可 峰 没 有 毒性 。 工 和 亚 蜂 由 于 量 较 
少 没 有 做 毒性 试验 。 工 、 开 、 丈 和 Y 峰 
PRAAN A 的 活性 。 
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LRA XERRCEP RMR A-SOER TM VM, BTM, 浓缩 后 , 然 
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Jn FE7 05% RR Me CRE 

7 胶 盘 电 沪 上 鉴定 (有 -两 氨 酸 
Y 缓冲 液 ，pH4.5， 每 管 3 毫 

安 ， 电 泳 两 小 时 ) ， 只 观察 
到 一 条 蛋白 染色 带 ( 图 4 )。 

2. 毒 性 ”用 昆明 品系 
小 白鼠 (20+ 2 克 ) , 420 
克 小 鼠 腹 腔 注 射 20 微 克 纯 化 
的 毒性 磷 酷 酶 和 A 时 ， 全 组 5 
只 小 思 均 死亡 。 这 一 注射 剂 
量 与 种 毒 相 比较 ， 毒 性 没有 
提高 。 

3, 套 酯 醇 A 的 活性 
用 0.02 入 KOH 滴定 计算 得 
3) BR a Re A 的 比 活 为 24 微 克 
分 子 /分 /毫克 。 

4,. 分 子 量 MARE 
KER G-75 MEME, 从 
洗 脱 体积 与 分 子 量 的 对 数 图 
谱 曲 线 上 求 得 样品 的 分 子 量 
为 18, 9000; 用 SDS 育 丙烯 酰胺 凝 胶 失 电 泳 法 测 得 碰 酯 酶 A 的 分 子 量 是 15, 000， 用 SDS5 平 
板 育 丙烯 酰胺 梯度 克 胶 电泳 ， 测 得 样品 的 Ry 值 是 0,65， 然 后 在 Ry 值 与 分 子 量 对 数 图 的 
pH te oR SE PE BRAG A 的 分 子 量 也 是 15, 000 (图 5) 。 





0,38 


A280 





图 3 -~CKRRCKRAKRBA-S0E BF 


AW 
KAATI BS ”SDS 平板 到 再 
AITTE 

RE RM 
BEAD T= 


aRMiLMb (A WAM 
W.24,000); bm 清白 蛋白 
(MW.57,000); co RRA 
Cb er PRM W 30,000); 
KUNE AMPH CMW. 
20,000); EPa -A AHA 
CMW 14, 400) 


7 


awe h 


E] 
te ~- 7- 






ry 


a re ey ee ee a em re ee a a a 


+ 
Ry 
0.1 02 03 04 05 08 07 08 


SFER ”样品 在 褒 丙 烯 酰胺 凝 胶 平板 上 等 电 本 售后 ， 样 品 的 染色 带 在 10.5 厘 米 
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处 ， 测 得 相应 位 置 的 凝 胶 为 pH7.63， 因 而 磷 酯 芒 和 的 等 电 所 是 7.63 (图 6)， 
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讨 È 


RK A PR RC -50, RRR G -75 和 二 乙 氨 基 L EW R RE 
上 -50 柱 层 析 三 步 分离 纯 化 的 方法 ， 从 福建 产 圆 更 蛙 蛇 蛇毒 中 获得 一 个 纯 的 毒性 磷 栈 本 
A。 这 个 方法 比较 简单 ， 所 需要 的 条 件 也 不 复杂 ， 一 般 实 验 室 都 易 进 行 分 离 纯化 ， 而 且 
可 以 大 量 制备 。Salach 等 人 523 用 等 电 聚焦 、 聚 丙烯 酰 腕 凝 胶 电 瀛 和 葡 育 糖 凝 胶 过 滤 相 
结合 的 方法 分 离 纯 忆 图 并 类 蛇 毒 ， 虽 然 在 等 电 聚 焦 中 一 步 可 以 得 到 390% 纯度 AY RBS 
A, {AA} BS RRR A TEFEN AT. SF BR ROS a e E BE e e 
泳 分 离 的 样品 量 是 有 限 的 ， 而 且 对 设备 的 要 求 较 高 ， 手 续 也 比较 复杂 。 

Master 和 RaoC31 Ag mR BIKA ARES, 鉴定 了 各 组 份 的 酶 活性 和 毒性 
成 分 。 试 验 结果 表明 ， 磷 酯 酶 A 组 份 以 及 其 它 组 份 均 无 毒性 ， 合 并 阳极 部 份 各 组 份 后 才 
显示 其 毒性 。 后 来 Dimitrovy 和 Kankonkart4J] 以 及 Bolar SACS) ARR RAB eR 
层 析 法 分 离 纯化 了 圆 瘟 峻 蛇毒 的 几 种 毒素 四 白 。 它 们 都 是 带 亚 基 的 蛋白 ， 如 果 丧 失 其 亚 
基 ， 毒 性 也 随 着 丧失 。 与 之 不 同 ， 我 们 纯化 的 磷 栈 本 和 不 但 对 小 段 有 比较 强 的 毒性 ， 而 
且 由 分 子 量 推测 似乎 不 含有 亚 基 ， 显 热 区 别 于 上 述 毒 素 和 蛋白。 
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Abstract 


A toxic phospholipase A was purified from the venom of vipera russelli 
siamensis by ion-exchange chromatography on CM-Sephadex C-50, gel filtra- 
lion on Sephadex G-75 and ion-exchange chromatography on DEAE-Sephadex 
A-50. A homogeneous phospholipase A was exhibited by polyacrylamide gel 
electrophoretic criterion. lts molecular weight, calculated from measurements | 
in Sephadex column chromatography and polyacrylamide gel electrophoresis, 
is 18,000 and 15,000 respectively. The isoelectric point is 7.6 by isoelectric 
focusing, The toxic phospholipase A has an acute LD,,, values (intraperitoneal 
injection) of 20ug.per 20+2gm mouse. The phospholipase A activity was 
measured by titration of the fatty acids released from the lecithin using an 
automatic pH stat apparatus, The specific activity is 24 pmol,/min/mg, The 
yield of the toxic phospholipase A is between 1 and 1,2% of dried venom, 


